



responsive  to  both  the  feedstock  and  the  physicochemical  conditions  that  occur  during  AD 
operation.  Although  numerous  studies  have  been  conducted  to  characterize  the  microbial  
communities in various ADs with the intent of optimizing their efficiency and stability, our functional 
knowledge of AD microbial communities still remains fragmented, especially in terms of monitoring 
AD  operation.  As  part  of  a  collaborative  project  to  evaluate  biogas  production  from  a  novel  
downflow­sand­bed­fillter  AD,  we  have  analyzed  the  microbial  communities  that  developed  when 
processing two distinct types of industrial food wastes: waste from a snack chip manufacturer and 
waste  from  a  cheese  manufacturer.  The  AD  was  initially  inoculated  with  sludge  from  a  UASB  
reactor used  to process wastewater generated by a  jam and  jelly manufacturer.  As  revealed by  
DGGE  profiling,  the  granular  and  planktonic  biomass  fractions  of  each  AD  sample  had  different 
bacterial but similar methanogen communities.  The diversity of both bacteria and methanogens in  
each  fraction  of  each  AD  was  further  analyzed  using  rrs  (16S  rRNA  gene)  clone  libraries. 
Approximately 2,000 unique clones were found using RFLP analysis and subsequently sequenced.  
Preliminary  analysis  of  the   rrs  sequences  showed  that  the  different  feedstocks  led  to  the 
enrichment  of  distinct  bacterial  groups  in  the  AD.  Additional  analysis  of  the   rrs  sequences  also 
showed  remarkable  differences  in  microbial  community  structure  between  the  two  biomass 
fractions  for  all  samples.  These  differences  highlight  the  importance  of  individual  microbial  
populations in the anaerobic digestion of characteristically different feedstocks. 
Introduction:
•Bioenergy  has  gained  popularity  with  numerous  constituencies  because  of  its  perceived 
environmental benefits over traditional petroleum and coal based energy sources.
•The  most  common  form  of  bioenergy  currently  used,  ethanol,  has  numerous  adverse  factors 
associated with its production, distribution, and use.
•Methane  biogas  production  by  anaerobic  digestion  (AD)  of  waste  organic  materials  is  gaining 
recognition  as  a  more  environment­friendly  technology  for  bioenergy  production  from  biomass, 
including biomass wastes.
•AD  is  comprised  of  breakdown  of  the  primary  feedstock  to  monomeric  organic  compounds, 
fermentation of monomers to H2/CO2/volatile fatty acids, followed by  conversion to methane.
•A  diverse  community  of  both  bacteria  and  archaeal  methanogens  are  involved  in  AD  of  various 
wastes  depending  on  a  number  of  factors  including  the  composition  of  primary  feedstock  and 
innoculum source.
•While  AD  has  many  potential  benefits,  reactor  performance  and  stability  issues  often  limit  its 
application in real world scenarios.








whey  permeate).    The  reactor  was  initially  inoculated  with  sludge  obtained  from  a  UASB  digester 
treating processing wastewater  from a  jam and  jelly manufacturer  (Smuckers­ S).   Sludge samples 
were obtained after  the  reactor  reached a stable  loading  rate of 50lb COD  / 1000 gal  volume and 
biogas  production.    Prior  to  molecular  analysis,  samples  were  divided  into  granular  and  liquid 
biomass fractions by filtration through a 11µm sterile cellulose filter.  
Molecular Analyses:
Community  DNA  was  extracted  using  the  RBB+C  method.    PCR­DGGE  of  the  V3  hypervariable 
region  of  the  rrs  gene  was  performed  for  both  the  Archaeal  and  Bacterial  domains  using  the 
GC344f/519r  and  GC357/519r  domain­specific  primer  sets,  respectively.  The  confirmed  PCR 
products were separated on 40­60% denaturing gradient gels.  Bacterial rrs gene clone libraries were 
constructed using nearly  full  length rrs  genes amplified with  the 27f/1529r primer sets and a TOPO 
TA cloning  kit. A  total  of  2304  clones  were  selected  from  all  samples  (384/sample).   Clones  were 
screened for presence of  the  insert using  the M13F/R primer sets via colony PCR.   RFLP analysis 





Raw  sequences  were  manually  trimmed  off  low  quality  data  prior  to  further  analysis.    Sequences 
were grouped  into OTUs using FastgroupII  using  the 97% PSI with gaps method.   Representative 
OTU sequences were NAST aligned using the Aligner program in Greengenes.  The returned aligned 
sequences  were  imported  into  an  ARB  database  containing  high  quality  representative  sequences 
from  the  Greengenes  database.    Phylogenetic  trees  were  created  by  inserting  the  representative 
sequences into the Greengenes tree using the parsimony by variance function built into ARB.  Total 

















Table  showing  the  total  number  of  high  quality  sequences 
returned  out  of  1152  clones  sequenced.    OTUs  were  grouped 
using the 97% similarity with gaps method.  A total of 181 OTUs 







































0a5b2abSpirochaetaceae    family
0a6b2abSpirochaetales   order
0a6b2abSpirochaetesphylum
0a134aTissierella    genus
0a60aSedimentibacter     genus
0a0a34Fusibacter     genus
01939Peptostreptococcaceae    family
0a360aClostridium     genus
3a519aClostridiaceae    family
1a5a23Acidaminococcaceae    family
16101a120aClostridiales   order
18101130Clostridia class
18106135Firmicutesphylum
0a0a5Sulfurovum     genus
0a0a5Helicobacteraceae    family
0a0a34Arcobacter     genus
0a0a34Campylobacteraceae    family
0a0a39Campylobacterales   order
0a0a39Epsilonproteobacteria class
9a443aSmithella     genus
29723Syntrophaceae    family
30774Syntrophobacterales   order
33777Deltaproteobacteria class
21052Pseudomonadaceae    family
21052Pseudomonadales   order
31454Gammaproteobacteria class
1a0a31Simplicispira     genus
3a0a36Comamonadaceae    family




1a500aMagnetobacterium     genus
1a500aNitrospiraceae    family
1a500aNitrospirales   order
1a500aNitrospiraphylum
500a1aCaldilineacea    family






  We  analyzed  ~1000  rrs  clones  collected  from  sludge  representing 
three distinct industrial food waste feedstocks.
  Significant  differences  in  microbial  communities  were  seen  both 
between sludge samples and sample fractions.
  A  total  of  275  OTUs  were  classified,  of  which  16  could  not  be 
classified reliably at the rank of phylum within the RDP database.
 The rarefaction curves indicated that the microbial diversity within the 
anaerobic  digesters  was  undersampled,  with  minor  species  still 
unidentified.
  Further  phylogenetic  analysis  of  currently  poorly  classified 
sequences is ongoing.















Diagram  and  photo  of  the  NewBio 
transportable  anaerobic  digester 
system.    The  digester  vessel  is  a 
fully mixed downflow­sand­bed­filter 




Phylogenetic  tree  showing  the  relationships  of  OTUs.    Numbers  not  in 
parentheses indicate total number of OTUs within a given rank with numbers 
in parentheses indicating total number of sequences.  
